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APRESENTAÇÃO

A necessidade de ser um profissional cada dia mais capacitado passa pelo 
compromisso do estudo constante e pela oportunidade de acesso a um material 
atualizado e de qualidade, é com esse proposito que vem o lançamento desse e-book 
“A Pesquisa nos Diferentes Campos da Medicina Veterinária”, com texto escrito 
de forma clara e direta, trazendo muitos assuntos atuais no campo da medicina 
veterinária, proporcionando ao leitor uma viagem científica e agradável, pelo cuidado 
que os autores dos capítulos tiveram em convidar especialistas com longa experiencia 
em cada área a ser abordada.

Os assuntos são diversos para facilitar atualização dos leitores, que precisam 
saber de temas como: homeopatia e imunidade em gado leiteiro, bem-estar dos 
equídeos, vísceras de bovinos na alimentação, óleo de neem para Chrysomya 
megacephala, babesiose em cães, mormo, pesquisa do vírus zika e alfavírus, 
leishmaniose visceral, habronemose cutânea, topografia vertebromedular de cateto e 
sertolioma benigno em cão. A abordagem de cada tema traz uma pesquisa minuciosa 
pelos principais artigos da área, propiciando uma fácil revisão sobre os temas, tornando 
essa obra uma fonte cientifica nas mais diversas áreas da ciência animal.

Os estudantes e profissionais da área hoje sofrem em busca de uma fonte 
revisada e cientifica, pois, a internet nem sempre entrega um material revisado por 
pesquisadores da área de estudo. O que deixa esse livro ainda mais interessante, por 
ser uma obra baseada em pesquisa, e referencias confiáveis no mundo científico da 
medicina veterinária. Sendo o e-book esclarecedor para todos que desejam estudar 
os assuntos aqui expostos.

Alécio Matos Pereira
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CAPÍTULO 7

ESTUDO RETROSPECTIVO PARA PESQUISA DO 
VÍRUS ZIKA E ALFAVÍRUS EM AMOSTRAS DE 

PRIMATAS NÃO HUMANOS, EM 2015, NO BRASIL
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Data de aceite: 15/05/2020
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Universidade do Estado do Pará, Mestrado 

no programa de pós-graduação em Biologia 
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RESUMO: Realizou-se um estudo retrospectivo 
para pesquisa de alfavírus e VZIK em amostras 
biológicas de PNH recebidas na Seção de 
Arbovirologia e Febres Hemorrágicas (SAARB) 
do Instituto Evandro Chagas, como demanda 
espontânea da vigilância da febre amarela 
no Brasil, em 2015. Todas as amostras foram 
submetidas à extração de RNA, utilizando o 
método do Trizol Plus (kit Ambion, Invitrogen), 
seguindo as instruções do fabricante. Para 
pesquisa do genoma de alfavírus, adotou-
se o método de PCR convencional, usando 
primers gênero-específicos, enquanto o RT-
qPCR foi utilizado para pesquisa dos vírus 
chikungunya e Mayaro e pesquisa do VZIk, 
apenas sob condição de positividade no PCR 
convencional para alfavírus. Foram analisados 
78 PNH, das regiões Norte, Nordeste, Centro-
oeste, Sul e Sudeste do Brasil. As amostras 
foram escolhidas aleatoriamente. A pesquisa 
para Alfavírus e VZIK apresentaram 100% das 
amostras negativas para esse alvo viral. Este 
estudo apresenta grande relevância no que 
diz respeito à circulação de diversos arbovírus 
simultaneamente, principalmente dos Flavivirus 
e Alphavirus, no território brasileiro e pelo fato 
dos PNH serem um dos principais animais 
vertebrados participantes dos ciclos enzoóticos 
desses vírus. Ainda que os resultados tenham 
sido negativos, não se pode descartar a 
importância deste estudo retrospectivo de 
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arbovírus em PNH, como uma oportunidade de acrescentar mais informações sobre a 
epidemiologia de vírus do gênero Alphavirus no território brasileiro. Uma vez que, na 
literatura existem relatos da detecção de algumas espécies desse gênero em primatas 
não humanos, alertando ainda mais a necessidade de mais estudos nessa área.
PALAVRAS-CHAVE: Arboviroses; Epidemiologia; Primatas; Zoonoses.

RETROSPECTIVE STUDY FOR RESEARCH OF ZIKA VIRUS AND ALPHAVIRUS IN 
SAMPLES OF NON-HUMAN PRIMATES, IN 2015, IN BRAZIL

ABSTRACT: Was performed a retrospective study for detecion of Alphavirus and Zika 
virus in biological samples from non-human primates. The samples was received in 2015, 
in the Section of arbovirology and hemorragic fevers from Evandro chagas institute, 
coming from yellow fever surveillance system in Brazil. All the samples was submitted 
to RNA purification using the Trizol Plus method (Kit ambion invitrogen) following the 
manufacturer’s instructions. To the research of Alphavirus, we adopted the RT-PCR 
method using specific gener primers. The detection of Zika virus was performed using 
the RTqPCR real time. 78 non-human primates were analyzed from regions of the 
north, northeast, South, midwest and southeastern of Brazil. All samples presented 
negative results to the Alphavirus and Zika virus. The presente study presented high 
relevance about the arbovirus circulation in Brazil, especially because the non-human 
primates are the main vertebrade animals that participates in the enzootic cycles of 
arboviruses. The negative results do not discard the importance of this retrospective 
study about arbovírus and non-human primates, because this is an opportunnity to 
introduce more information about the Alphavirus e Zika vírus epidemiology in Brazilian 
territory, and colaborate to the many studies recently published, that relates detection 
of Alphavirus in non-human primates in Brazil, warning the need of studies about this 
dinamyc.
KEYWORDS: Arboviruses; Epidemiology; Primates; Zoonoses.

1 |  INTRODUÇÃO

Os arbovírus são transmitidos por vetores artrópodes hematófagos infectam 
hospedeiros vertebrados suscetíveis. São considerados um sério agravo de saúde 
pública, cujo quadro clinico pode variar desde uma doença febril inespecífica à 
síndrome neurológica (CASSEB; SILVA; VASCONCELOS, 2013).

São vírus que se mantêm na natureza por meio de ciclos enzoóticos, no qual 
envolve hospedeiros vertebrados, como pequenos mamíferos, aves, primatas e seres 
humanos, e uma infinidade de vetores artrópodes, com destaque para o mosquito do 
gênero Aedes sp e o Culex sp. (FIGUEIREDO, 2007). 

A ação do homem nesse ambiente pode modificar as condições naturais e 
favorecer a dispersão dos vírus, uma vez que tais mudanças podem estabelecer 
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elementos que facilitem a proliferação dos vetores. Em geral, o homem é um hospedeiro 
acidental que se infecta ao adentrar áreas de mata para realizar atividades de labuta 
ou lazer, exceto nos casos das arboviroses que normalmente ocorrem em área urbana, 
como a Dengue (MENEZES et al., 2017).

No ambiente selvagem, os primatas não humanos (PNH) estão entre os 
vertebrados que participam do ciclo de manutenção de certos arbovírus, tais como os 
vírus da Febre Amarela (VFA), vírus Zika (VZIK), vírus Chikungunya (VCHIK) e vírus 
Mayaro (VMAY), sendo muito utilizados como animais sentinelas em diversos estudos, 
visto que, a presença de infecção arboviral nesses animais é um indicativo de circulação 
viral em determinado local (MONATH; VASCONCELOS, 2015). No Brasil, a ocorrência 
de epizootias em PNH é reconhecida como um indicador essencial pelo Ministério da 
Saúde na vigilância da febre amarela, onde as mortes desses animais funcionam como 
sinalizador do possível aparecimento da doença na população humana, possibilitando 
a adoção de medidas profiláticas e de controle (BRASIL, 2014).

Sabe-se que no território brasileiro há circulação de Flavivirus, como o VZIK e 
de arbovírus do gênero Alphavírus, como VCHIK e VMAY. Diante disso, os PNH são 
essenciais para o monitoramento da circulação desses vírus, uma vez que, além de 
indicar a dispersão viral, possibilita, também, verificar a possível existência de um ciclo 
silvestre desses arbovírus em questão (NUNES et al., 2015).

Em 2016, Favoretto e colaboradores detectaram o VZIK em primatas neotropicais 
do Nordeste do Brasil, evidenciando a predisposição destes animais à infecção pelo 
VZIK e a possibilidade deste se estabelecer utilizando os PNH como reservatório no 
Brasil (FAVORETTO et al., 2016).  Em pesquisas realizadas com PNH, observa-se 
a capacidade do vírus, de se replicar neste hospedeiro (ONLAMOON et al., 2010), 
porém, sem que se apresentem sinais como na infecção em humanos considerando 
que em PNH, o VDEN, por exemplo, apresenta baixa viremia e por esta razão não se 
observam sequelas a longo prazo em PNH pós- infecção (ZOMPI; HARRIS, 2012).

Além disso, os arbovírus apresentam uma alta capacidade de adaptação a 
diversos hospedeiros, sejam vertebrados ou invertebrados, isso gera um alerta para 
a possibilidade de PNH serem um potencial reservatório desses vírus. Por isso, os 
estudos epidemiológicos de vigilância nesses animais apresentam muita importância, 
considerando sua participação no ciclo de manutenção de zoonoses e sua aplicação 
como indicador de circulação de determinados arbovírus (FAVORETTO et al., 2016).

Dessa forma, devido à importância epidemiológica, realizou-se uma investigação 
retrospectiva para pesquisa de Alfavírus e vírus Zika em amostras biológicas de PNH 
recebidas na Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas (SAARB) do Instituto 
Evandro Chagas, como demanda espontânea da vigilância da febre amarela no Brasil, 
no ano de 2015.
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2 |  MATERIAIS E MÉTODOS
SELEÇÃO DAS AMOSTRAS

Foram selecionadas amostras de RNA extraídos anteriormente pela Seção de 
Arbovirologia e Febres Hemorrágicas (SAARB). Tais amostras, foram extraídas a partir 
de sangue e/ou vísceras de 78 PNH, provenientes de várias regiões do Brasil, as quais 
foram recebidas e processadas na Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas 
(SAARB) do Instituto Evandro Chagas como demanda espontânea da vigilância da 
febre amarela no Brasil. O RNA total foi extraído das amostras utilizando o método do 
Trizol Plus (kit Ambion, Invitrogen), seguindo as instruções do fabricante.

As amostras biológicas destes PNH foram, em geral, obtidas no contexto de 
epizootias e enviadas ao SAARB/IEC para a pesquisa de Febre amarela. Após 
análise laboratorial, verificou-se que apenas duas amostras de PNH apresentaram 
positividade para o VFA. Segundo informações colhidas nos ofícios de solicitação, 
os animais cujas amostras foram enviadas para a SAARB, em sua grande maioria, 
pertenciam às espécies como Callithrix penicillata, Callithrix jacchus e Alouatta caraya, 
os quais pertencem à gêneros que se apresentam como principais hospedeiros do 
VFA. Todavia, nem todos os ofícios apresentavam estas informações.

CRITÉRIO DE INCLUSÃO E EXCLUSÃO

Foram incluídas todas as amostras de PNH recebidas para investigação do vírus 
da Febre Amarela e que obtiveram resultados negativos para esse alvo. Excluiu-se do 
estudo, todos os PNH que não apresentaram quantidade de RNA extraído o suficiente, 
para realização dos testes propostos.

RT-PCR QUALITATIVO

Para a detecção de genoma de Alphavírus foi empregada a técnica de RT-PCR 
convencional utilizando iniciadores gênero-específicos, com hibridização de regiões 
conservadas do gene da proteína viral não-estrutural nsP1 desse gênero (quadro 1).

Primer e sondas Sequência Referência
Alfavírus M2W F YAGAGCDTTTTCGC

AYSTRGCHW
PFEFFER et al., 1997

Alfavírus M3W R ACATRAANKGNGT
NGTRTCRAANCCDA

YCC

PFEFFER et al., 1997

Quadro 1:  Sequências dos iniciadores empregadas na detecção do genoma de Alphavírus pela 
técnica de RT-PCR.

Para o controle positivo da reação, utilizou-se RNA do vírus Mayaro e Pixuna, 
arbovírus pertencentes ao gênero Alphavirus, cedido pelo Laboratório de Biologia 
Molecular da SAARB. Foram realizadas diferentes diluições, a qual foi a amostra pura 
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do controle positivo, uma vez que apresentou melhor visualização (fi gura 1).

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose a 1,5% dos controles positivos para Alphavírus.

Nota: MAY- vírus mayaro; PIX – vírus Pixúna; PM – peso molecular.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Para a transcrição reversa do DNA complementar (cDNA), foram utilizados o 
ácido nucléico extraído (7ul), água ultrapura (2,5ul), iniciador randômico (2,5ul), 
deoxinucleotídeos trifosfatados (DNTP’s) (1ul), Tampão 5x (4ul), DTT (1ul), inibidor 
de RNAse (RNAse OUT) (1ul) e transcriptase reversa (RT; Superscript III, Invitrogen). 
Todas as amostras, então, foram incubadas a 55°C por 60 minutos; a inativação da 
reação se deu por aquecimento à 70°C por 15 minutos. 

Para a amplifi cação do cDNA, foi realizada para ampliar a região do gene nsP1 dos 
alfavírus. Utilizou-se cDNA (5ul), tampão de PCR 10x (5 µL), MgCl2 (1,5 µL), DNTPs 
(1 µL), água ultrapura (34,5ul), enzima Platinum® Taq DNA polymerase (Invitrogen) (1 
µL) e iniciador M2W F (1 µL) e M3W R (1 µL).

A reação se deu em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied 
Biosystems) e submetida a um ciclo de desnaturação 95°C por 30 segundos, 
hibridização dos iniciadores a 55°C por 30 segundos e extensão a 68°C por 2,5 
minutos, seguido de um ciclo de extensão fi nal de 68°C por 5 minutos. Foram inclusos 
controles positivos e negativos.

Após a amplifi cação, o produto foi submetido à eletroforese em gel de agarose 
a 1,5% em tampão Tris-Acetato-EDTA 2X, corado com SybrSafe e peso molecular 
de 250pb e visualizados em fotodocumentador pelo Software L-PIX- EX (Loccus). As 
amostras positivas foram encaminhadas para a realização do RT-qPCR para VCHIK 
e VMAY.
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RT-qPCR QUANTITATIVO

A técnica de RT-Qpcr em tempo real foi realizada para investigação de VZIK, 
VCHIK e VMAY. Aplicaram-se os protocolos já adotados no laboratório, os quais foram 
utilizados os iniciadores e sondas apresentados no quadro 2.

Quadro 2: Sequências dos iniciadores e sondas empregadas na detecção do genoma de VZIK, 
VCHIK e VMAY pela técnica de RT-qPCR.

O teste foi feito utilizando o kit comercial RT-qPCR SuperScript™ III Platinum™ 
One-Step qRT-PCR (Thermo Fisher Scientifi c), seguindo as orientações do fabricante. 
As reações de RT-PCR foram realizadas no aparelho ABI PRISM 7500 ou 7500 fast 
(Applied Biosystem) com análise pelo programa 7500 versão 2.3., partindo de 5 μL de 
RNA total purifi cado adicionado à uma reação para volume total de 25 μL.

As reações foram defi nidas para um volume fi nal de 10 µL contendo os seguintes 
reagentes: Master Mix (12,5 μL), água ultrapura (5,5 μL), iniciador R (1 μL), iniciador 
F (1 μL), sonda (0,5 μL), enzima Taq Polimerase (Ivitrogen) (0,5 μL) e RNA extraído 
(5 μL).
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As condições de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 30 minutos para o processo 
desnaturação, 95° C por 15 minutos para a RT, seguidos por 45 ciclos de 94° C por 
15 segundos e 60°C por 1 minuto sendo estas as temperaturas de anelamento e 
amplifi cação respectivamente. A análise foi realizada no software 7.500 FAST. 

ASPÉCTOS ÉTICOS

Por se tratar de material genético já processado no laboratório de Biologia 
Molecular da Seção de Arbovirologia e Febres Hemorrágicas (SAARB), não houve 
necessidade de submissão ao Comissão de Ética no uso de Animais (CEUA).

3 |  RESULTADOS

Foram analisados 78 PNH das regiões Norte, Nordeste, Centro-oeste, Sul e 
Sudeste do Brasil. Os estados de origem dessas amostras foram Amazonas, Tocantins, 
Rio Grande do Norte, Mato Grosso, Goiás, Minas Gerais e Rio Grande do Sul (fi gura 
2).

Figura 2: Distribuição geográfi ca do número de PNH analisados no estudo.
Fonte: Dados da pesquisa, 2017.

Essas amostras foram escolhidas de maneira aleatória que apresentavam 
solicitação para investigação do vírus da Febre Amarela nesses PNH, na Seção de 
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Arbovirologia e Febres Hemorrágicas (SAARB) do Instituto Evandro Chagas, Belém-
PA, no ano de 2016.

Além disso, segundo informações obtidas nos ofícios de solicitantes e fi chas de 
investigação, os animais cujas amostras foram enviadas como demanda espontânea 
da vigilância de Febre Amarela no Brasil, em sua grande maioria, pertenciam a espécies 
como Callithrix penicillata, Callithrix jacchus e Alouatta caraya pertencentes a gêneros 
que se apresentam como principais hospedeiros do VFA. Porém, nem todos os ofícios 
apresentavam estas informações.

As amostras de RNA extraído a partir de sangue e/ou vísceras dos PNH foram 
submetidas a técnica de RT-PCR para a investigação de Alphavírus. Das amostras 
analisadas, 100% não houve detecção do genoma para vírus do gênero pesquisado. 
Dessa maneira, as amostras não foram submetidas para a detecção do genoma do 
VCHIK e nem do VMAY.

Para a pesquisa do genoma do VZIK, todas as amostras foram submetidas à 
técnica de RT-qPCR e 100% também apresentaram negatividade para o alvo viral. 
Logo, todas amostras dos PNH analisadas, obtiveram resultados negativos para a 
investigação dos vírus em questão (quadro 3).

Quadro 3: Quantifi cação das amostras biológicas de PNH analisadas por RT-qPCR para VZIK e 
RT-PCR para Alphavírus, de acordo com região de procedência.

Fonte: Dados da pesquisa, 2017.
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4 |  DISCUSSÃO

Este estudo apresenta grande relevância no que diz respeito à circulação de 
diversos arbovírus simultaneamente, principalmente dos Flavivirus e Alphavirus, no 
território brasileiro e pelo fato dos PNH serem um dos principais animais vertebrados 
participantes dos ciclos enzoóticos desses vírus. É válido considerar que determinados 
arbovírus apresentam baixa viremia em PNH, motivo este que esses animais pouco ou 
até mesmo não apresentam sinais da infecção (ZOMPI; HARRIS, 2012). Por isso, a 
importância de pesquisas dessa natureza para a investigação de arbovírus em animais 
sentinelas.

Historicamente, a circulação de arbovírus em PNH pode ser evidenciada pela sua 
participação no ciclo de manutenção silvestre de grande parte destes vírus (MONATH, 
2001). A presença do VZIK em PNH, foi constatada desde o seu primeiro isolamento 
na África, no qual foi feito em macaco Rhesus (DICK; KITCHEN; HADDOW, 1952). No 
que se refere ao território brasileiro, em abril de 2015, o VZIK foi detectado em PNH 
por meio de análise laboratorial que se deu pela aplicação de método de RTqPCR em 
tempo real, além de sequenciamento genético (FAVORETTO et al., 2016).

Alguns Alphavirus, também possuem uma relação próxima com os PNH, tanto 
por serem constantemente utilizados como modelos experimentais em estudos 
relacionados a estes vírus (HAESE et al., 2014), quanto por já terem sido encontradas 
evidências sorológicas de Alphavirus em amostras de PNH no Brasil (MOREIRA-
SOTO et al., 2018). 

Em estudos de análise filogenética e de relógio molecular, sugeriu-se que a 
introdução do VZIK pode ter ocorrido entre maio e dezembro de 2013 (FARIA et al., 
2016). Em contrapartida, o trabalho de Favoretto e colaboradores revelou evidência da 
circulação do VZIK em PNH em abril de 2015, dois anos após sua introdução no Brasil, 
e dentro de um contexto de epidemia no país (FAVORETTO et al., 2016), preconizando 
a possibilidade destes animais estarem atuando como um novo reservatório. 

Assim, fez-se de grande interesse a pesquisa retrospectiva deste arbovírus 
nesses animais como uma possibilidade de acrescentar informações que auxiliem na 
elucidação da dinâmica de dispersão do VZIK no Brasil.

O contexto de epidemia de VZIK no país, seguiu-se logo após um surto de 
Chikungunya, que se iniciou em 2014 com o primeiro causo autóctone, no estado 
do Amapá. A partir daí, naquele mesmo ano, foram detectados 41 casos importados 
de infecção por VCHIK e 27 casos autóctcones (NUNES et al., 2015). A dispersão 
do VCHIK deu-se principalmente em regiões turísticas do Brasil, onde tornou-se um 
grande desafio para a saúde pública, considerando a co-circulação de VZIK e VDEN, 
que dificultava o processo de diagnóstico .O VCHIK é um arbovírus pertencente ao 
gênero Alphavirus, e assim como este, no Brasil, existem vários outros vírus deste 
mesmo gênero, causadores de epidemia em humanos e animais, sendo assim de 
grande importância para a saúde pública, como é o caso do Vírus do Mayaro, que ocorre 
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frequentemente na região central do Brasil, e deve ser considerado em diagnósticos 
diferenciais de VZIK, VDEN e VCHIK, em áreas onde há co-circulação de arbovírus 
(BRUNINI et al., 2017).

Os resultados negativos para o VZIK por RT-qPCR e para os Alphavirus no teste 
de RT-PCR nas amostras de PNH analisadas, não são suficientes para garantir que 
não houve circulação destes arbovírus nos estados do Amazonas, Tocantins, Rio 
grande do Norte, Rio grande do Sul, Minas gerais e Goiás no período das coletas das 
amostras de PNH, uma vez que a coleta foi realizada em um curto período. Ademais, 
segundo dados contidos nos ofícios, algumas amostras foram coletadas a partir de 
animais que morreram no contexto de epizootias, os quais foram encontrados mortos 
em estado que poderia comprometer a conservação do material a ser analisado.

De acordo com nota informativa da secretaria de vigilância em saúde para 
procedimentos a serem adotados para a vigilância da Febre do vírus Zika e de outros 
arbovírus no Brasil, o tempo ideal de coleta após o óbito é de oito á doze horas no 
máximo (BRASIL, 2016a), sendo que estas amostras devem ser armazenadas à -70°C 
até o processamento (BRASIL, 2016b).

Além disso, o material trabalhado foi recebido em 2015 para que fosse feita 
pesquisa de VFA. Embora tenha sido adequadamente armazenado (-70°C) nas 
dependências do IEC desde o seu recebimento, o material recebido passou, em um 
primeiro momento, por descongelamentos a fim de se fornecer informações laboratoriais 
para a vigilância epidemiológica de VFA, sendo descongelados novamente um ano 
depois para a realização desta pesquisa, o que poderia implicar na queda de viremia 
presente nessas amostras tornando o material genético viral indetectável.

Métodos moleculares como o RT-PCR convencional e o RTqPCR em tempo 
real, apresentam boa sensibilidade e especificidade, contudo a efetividade destes 
ensaios depende do condicionamento adequado das amostras trabalhadas. No caso 
de amostras de tecido, sendo desta natureza a maior parte das amostras utilizadas 
neste estudo, é preferencial que as amostras sejam processadas imediatamente 
após serem obtidas para que não haja perda da concentração e qualidade do RNA 
(MICKE et al., 2006). Apesar do viés do congelamento, a qualidade das amostras 
para o processamento por RT-qPCR foi garantida por meio da adoção do controle 
interno endógeno, por meio do qual foi possível inferir a partir da sua detecção, que 
as amostras biológicas estavam aptas para análise, porém, existe a possibilidade de 
queda de viremia.

Diferentemente de nosso estudo, Favoretto et al. (2016) podem ter detectado a 
presença do VZIK em PNH, considerando o acompanhamento realizado durante todo 
o processo, desde a coleta do sangue, que foi o material utilizado, até o processamento 
pelo RT-qPCR, podendo assim, ter ocorrido maior preservação do material genético 
dos vírus contidos naquelas amostras.

Também é importante analisar que determinados arbovírus apresentam baixa 
viremia em PNH, motivo pelo qual se observam pouco ou nenhum sinal de infecção 
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nestes animais (ZOMPI; HARRIS, 2012), bem como estudos experimentais de 
inoculação do VZIK em PNH demonstraram a ausência de sintomas pós-inoculação 
(WALDORF et al., 2016). Este fator somado aos fatores citados anteriormente, 
podem dificultar a detecção viral. Portanto, pela possibilidade de inadequação das 
amostras devido à coleta tardia, seriam necessários estudos de imunohistoquímica 
para complementar a investigação pela pesquisa de antígenos do VZIK e Alphavirus 
no tecido fixado em formol.

Os resultados negativos, obtidos neste estudo não excluem a importância de que 
estudos de vigilância contínua em PNH continuem sendo realizados visto que já foi 
comprovada circulação de VZIK em PNH no Brasil, especialmente na região nordeste 
,onde foram realizados os estudos de Favoretto e colaboradores, que detectaram 
o genoma do VZIK em amostras de sangue de PNH em 2016, bem como já foram 
encontradas evidências sorológicas de circulação tanto do VZIK quanto de Alphavirus 
em PNH desta mesma região, em 2017 (MOREIRA-SOTO et al., 2018) sinalizando 
assim a importância da vigilância nesses animais (GALVÃO-BUENO et al., 2016). 

Considerando a participação dos PNH nos ciclos de manutenção silvestre de 
Alphavirus cuja circulação é confirmada no país, como o VCHIK e o VMAY, o surto de 
VCHIK ocorrido em 2014, e a evidência sorológica destes vírus em PNH detectada por 
Moreira-Soto e colaboradores em 2017, o presente estudo reafirma a necessidade de 
realização de estudos de vigilância para detecção destes vírus em PNH, fundamentando 
a importância destes, como animais sentinelas.

O estudo realizado por Favoretto et al. (2016), trabalhou com amostras coletadas 
em período próximo à coleta do material trabalhado no presente estudo, sugerindo que 
poderia ser detectado a presença do VZIK nestas amostras. Portanto, este achado, 
sugere que o VZIK pode estar desenvolvendo um processo adaptativo que possibilite 
sua manutenção em um ciclo silvestre. O estudo de Moreira-Soto et al. (2018), no 
entanto, não conseguiu detectar o genoma viral, porém, tratando-se de amostra de 
soro, foi possível realizar sorologia e encontrar evidências de que houve contato dos 
PNH analisados, com o VZIK e com Alphavirus. Ressaltamos a importância da vigilância 
para a melhor compreensão do ciclo de manutenção destes arbovírus no Brasil, para 
que medidas profiláticas sejam tomadas no momento e locais certos a fim de ser 
reduzir o número de casos de doenças causadas por estes e, consequentemente, as 
sequelas causadas na população brasileira.

5 |  CONCLUSÃO

Embora, tenhamos observado resultados negativos para o VZIK na amostragem 
analisada por RT-qPCR, não se pode eliminar a possibilidade de circulação de VZIK 
e Alphavírus entre os PNH do Brasil, uma vez que, já foi comprovada a infecção por 
VZIK em PNH silvestres do nordeste do país no início do ano de 2016, o que sugere 
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a necessidade de se efetuar a vigilância mais frequente e direcionada para o VZIK 
entre estes animais. Além disso, por se tratar de uma região endêmica, estudos dessa 
natureza são fundamentais para o monitoramento da dispersão e da adaptação desses 
arbovírus a diferentes hospedeiros na natureza.
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